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摘要 : 丝氨酸 蛋 日 酶 抑制 剂 4( serpin4) 为 丝氨酸 重 白 酶 抑制 剂 家 族 中 的 一 员 。 本 人 研究 由 在 研制 高 效 价 的 家 蛋 
Bombyx mori serpin4 多 克隆 抗体 ,为 深入 研究 serpin-4 基因 的 生理 功能 打下 物质 基础 。 首 先 于 家 春 脂 肪 体 中 克隆 
T serpin-4 基因 , 利用 基因 重组 技术 构建 了 pET28a-serpin-4 原核 表达 载体 , 经 IPTG 诱导 , 获得 原核 表达 重组 融合 
蛋白 , 利用 镍 柱 回收 纯化 技术 , 获得 目的 蛋白 ; 经 SDS-PAGE 和 抗 His 多 抗 检测 , 纯化 蛋白 的 分 子 量 大 小 与 预测 的 
一 致 ， 即 获得 了 高 纯度 的 目的 蛋 昌 ,以 此 和 蛋 日 为 免疫 抗原 , 采用 4 次 免疫 方式 对 昆明 小 鼠 进行 抗原 免疫 ， 最 终 获 
得 抗 serpin-4 的 多 克隆 抗体 血清 ; 该 血清 经 ELISA 和 Western blot WHE, 效 价 达 到 1:20 000, 特异 性 较 好 。 家 看 
serpin-4 多 克隆 抗体 的 成 功 制备 , 一 方面 表明 应 用 于 其 他 生物 的 多 克隆 抗体 制备 所 采用 的 方法 对 于 家 看 serpin 基 
因 的 研究 同样 适用 ; 男 一 方面 , 也 为 深入 研究 家 看 serpin-4 的 生理 功能 打下 了 物质 基础 。 
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Cloning, prokaryotic expression and preparation of polyclonal antibody 


of serine protease inhibitor 4 ( serpin-4) from Bombyx mori 

ZHA Hong-Xian'^, LIU Gang’, ZHANG Chen’, WANG Yan-Yun'", WEI Zheng-Guo' ^ , LI Bing", 
CHEN Yu-Hua'^, XU Ya-Xiang ^ * , SHEN Wei-De'^ (1. National Engineering Laboratory for Modern 
Silk, Soochow University, Suzhou, Jiangsu 215123, China; 2. School of Basic Medicine and Biological 
Sciences, Soochow University, Suzhou, Jiangsu 215123, China) 

Abstract. Serine protease inhibitor 4 (serpin-4) is a member of serine protease inhibitor family. This 
investigation aims to research and produce high-titer polyclonal antibody against serpin-4 in Bombyx mori, 
which will lay a material foundation to further inquiry the physiological function of serpin-4 gene. The 
serpin-4 gene was first cloned from fat body of B. mori and then was cloned into pET28a prokaryotic 
expression vector by using genetic recombinant technology. The recombinant vector was transferred into 
Escherichia coli and the transferred E. coli was induced by IPTG in order to acquire prokaryotic 
expression recombinant fusion protein which was subsequently purified by Ni column. The molecular 
weight of the purified protein identified by SDS-PAGE and polyclonal antibody against His-tag was 
consistent with prediction, indicating that the interest protein with high purity was obtained. The acquired 
protein was employed as antigen to immunize KM mouse by four separate immunizations and ultimately the 
polyclonal antibody serum against serpin-4 was achieved. The serum titer validated by ELISA and 
Western blot was 1: 20 000. The successful preparation of polyclonal antibody against serpin-4 in B. mori 
demonstrated that the method applied in other organisms of preparing polyclonal antibody was also 
applicable to study serpin-4 gene of B. mori, and this study laid a material foundation to further 
investigate the physiological function of serpin-4 gene. 
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丝氨酸 和 集 日 酶 抑制 剂 ( serpins ) 重 日 家 族 是 一 个 
成 员 众多 、 分 布 广泛 的 重 日 酶 抑制 剂 家 族 。 迄 今 ， 
IE, 已 在 动物 、 植 物 、 细 菌 和 病毒 中 发 现 1 500 多 
种 serpins ( Law et al.，2006 )。 人 研究 发 现 大 多 数 
serpins 作为 调节 因子 参与 生理 反应 (Ligoxygakis et 
al., 2002; Abraham et al., 2005; Zou and Jiang, 
2005; Colinet et al., 2009) ， 高 等 生物 体内 serpins 
可 调 市 血液 中 的 和 蛋白酶 (Kanost et al., 1989; Gan et 
al., 2001; Theopold et al., 2004; Wang and Jiang, 
2004) , 昆虫 中 serpin 成 员 在 酚 氧 化 酶 原 活 化 反应 
中 具有 调节 作用 (Gregorio et al., 2002; Michel et al., 
2005; Tong and Kanost, 2005; Cerenius ef al., 
2008) , 

目前 对 昆虫 serpin 家 族 成 员 的 研究 主要 集中 在 
serpinl -6, 其 中 对 serpin-4 的 研究 主要 在 烟草 天 几 
Manduca sexta, Tong fll Kanost( 2005 ) A I Jp] eX ug 
serpin-4A 参与 免疫 反应 , 抑制 多 种 血 淋 巴 和 蛋 日 酶 ， 
如 烟草 天 蛾 serpin-4 抑制 了 血液 中 酚 氧 化 酶 原 的 活 
化 级 联 反应 ; 使 用 革 兰 氏 阴 性 菌 和 阳性 菌 刺激 烟草 
天 蛾 后 ，serpin4 与 血液 中 的 HP1 形成 复合 物 ; 并 
H., serpin4 还 同时 与 HP21 以 及 另外 两 个 未 鉴定 的 
和 蛋 日 酶 形成 复合 物 。Zou 等 (2009 ) 将 家 看 34 条 
serpin 序列 进行 了 进化 分 析 , 发 现 家 看 serpin-4 与 
烟草 天 蛾 的 serpin4A 有 较 高 同 源 性 。 

一 直 以 来 , 国内 外 研究 人 员 对 家 看 serpin 家 族 
成 员 的 研究 多 数 集中 在 家 看 体内 mRNA 水 平 表达 
WR, 对 和 蛋 日 水 平 上 的 调 市 方式 和 生物 学 意义 相关 
的 研究 尚未 见报 道 。 为 了 深入 人 研究 家 看 serpin-4 的 
功能 , 我 们 尝试 制备 能 够 用 于 serpin-A EARE 
测 及 表达 定位 的 抗体 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 与 主要 试剂 

实验 材料 是 家 看 大 造 品 种 ,由 本 实验 室 饲 养 。 
于 5 龄 第 4 天 解剖 分 离 生 殖 腺 , 液 氮 速冻 后 保存 于 
-80% 备用 。 

实验 昆明 小 鼠 由 苏州 大 学 动物 实验 中 心 实验 室 
提供 。 

分 子 克 隆 中 使 用 的 各 种 试剂 购 目 TaKaRa 公 
HJ, PCR 产物 由 上 海 生 工 测 序 。 和 有 蛋 日 纯化 试剂 盒 
购 自 Thermo 公司 , 抗体 购 自 Promega 公司 。 
1.2 serpin-4 基因 克隆 

用 Trizol 提取 RNA, M-MLV 反 转 录 为 cDNA 第 
一 链 , 并 以 此 cDNA 为 模板 进行 PCR 扩 增 。 所 有 步 


又 均 按 试剂 盒 说 明 操 作 。 

去 除 信号 肽 的 serpin-4 cDNA 由 PCR 扩 增 获得 。 

引物 序列 为 F : 5'-GGATCCCAAAATATTCCTA 
AGGCGACTAATC-3' (下 划 线 表示 设计 的 BamH I 
酶 切 位 点 ) ; R: 5'-CGTCGACTTAGTAAAGTGATGG 
CTCCGT-3' (下 划 线 表示 设计 的 Sal 工 酶 切 位 点 ) o 
PCR 扩 增 条 件 为 : 95Y 预 变性 5 min, 94C 变性 
30 s, $58% 退火 30 s, 72% 延伸 1.5 min, 30 个 循 
环 , 最 后 72% 终 循环 10 min, PCR 产物 用 1% WE 

HORSE: FR UK Ay ESAE | nti fes 
1.3 重组 表达 载体 的 构建 

将 纯化 的 目的 片段 与 pUC-T 载体 连接 后 ,再 将 
连接 产物 转化 至 大 上 肠 杆 菌 Escherichia coli Top10 rp, 
挑选 阳性 克隆 进行 酶 切 鉴 定 和 测序 验证 ,命名 为 
T-S4 。 

T-S4 使 用 BamH I 和 Sal I 酶 切 后 获得 目的 片 
段 。 纯 化 后 将 产物 插入 pET28a 质粒 载体 中 。 挑选 
阳性 克隆 经 酶 切 鉴 定 和 测序 验证 , 命名 为 pET28a- 
serpin-4 。 

1.4 生物 信息 学 分 析 

蛋白质 序列 分 析 采 用 ExPASy 在 线 ScanProsite 
程序 (http://www. expasy. org/tools/pi tool. html); 
蛋白质 分 子 量 预测 采用 http://www. expasy. org/ 
tools/pi, tool. html 在 线 工 具 。 

1.5 融合 蛋白 的 诱导 表达 及 Western blot 检测 

将 重组 质粒 pET28a-serpin-4 转 入 BL21。 挑 选 
阳性 元 隆 接 种 于 3 mL LB 培养 液 中 37% ,200 rpm 
过 夜 培养 。 取 菌 液 3 mL 接种 于 300 mL LB 培养 液 
中 37 人 培养。 当 Am 检测 值 是 0.6 时 , 加 入 IPTG 
至 终 浓 度 为 1 mmol/L。 继 续 培 养 6 h。 使 用 1296 
SDS-PAGE 检测 重组 蛋 晶 表达 情况 。 

SDS-PAGE 后 , 电泳 胶 置 于 半 干 转 印 液 中 (48 
mmol/L Tris-HCl, 39 mmol/L HAR, 20% 甲醇 ， 
pH 9.2), 和 蛋白 转移 至 NC 膜 中 。 篆 温 下 孵育 (5S% 
BSA, X F PBS 中 ) 1 h。 洗 液 (PBS-Tween buffer) 
洗 3 次 , 每 次 10 min, BRL His PrE HS (1: 800) 
作为 一 抗 包 被 , 37C, 1 h。 如 上 所 述 在 洗 液 中 漂 
Ut. Apr IgG (1: 1 200) 作 为 二 抗 包 被 ，377 ， 
| h。 洗 液 中 深 洗 3 次 , DAB 显 色 。 

1.6 重组 蛋白 的 纯化 

VESSELS 10 000 rpm, 10 min, 收集 细胞 。 
细胞 在 超声 裂解 液 (1.0 mL Triton X-100, 2. 5 mL 
2 mol/L Tris-HCl, pH 8.0) 中 悬浮 。 超 声 裂解 悬浮 
液 (80 w, 超声 持续 10 s, 暂停 10 s, 2:30 min), 
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超声 结束 后 悬浮 液 离 心 5 000 rpm, 30 min, ŽE 
iB. EAU, BOT A CHU. 

根据 重组 蛋白 回收 试剂 盒 操 作 说 明 进 行 亲 和 柱 
纯化 。 竺 总 蛋白 吸附 以 后 , 用 Wash Buffer 1 (35 
mmol/L Tris, 150 mmol/L NaCl, 10 mmol/L PERK, 
590 HW, 6 mol/L 尿素 ,pH 7.2, 0.5 x proprietary 
B-PER Reagent additive) 和 Wash Buffer 2 (60 mL, 
含 50 mmol/L Tris, 300 mmol/L NaCl, 25 mmol/L 
PREE, 6 mol/L 尿素 , 1096 HW, pH 6. 8) 充分 清洗 
Mit. A ja H Elution buffer (44. 7 mL, € 50 
mmol/L Tris, 300 mmol/L NaCl, 200 mmol/L KER, 
10% 甘油 , pH 6.8, 6 mol/L 尿素 ) 洗 脱 , 收集 洗 脱 
Wk, SDS-PAGE EWEA F AEH o 
1.7 多 克隆 抗体 制备 

将 纯化 好 的 重组 蛋 白 作为 抗原 免疫 3 只 昆明 小 
BR, 具体 步 又 为 : 蛋 日 质 与 等 体积 弗 氏 完全 佐 剂 混 
5], RE FIER, 0.04 mg 和 蛋 日 /只 小 鼠 (一 免 ) ; 
一 免 3 周 后 进行 2 免 , 蛋白 质 与 等 体积 弗 氏 不 完全 
优 剂 混 勺 , 皮下 注射 小 鼠 ,0. 04 mg EARR; 
二 免 2 周 后 进行 3 fe, 蛋 日 质 与 等 体积 弗 氏 不 完全 
Vicino], BZ PIESI/BR, 0.04 mg EAR; 
三 免 1 周 后 进行 4 fe, 蛋白质 与 等 体积 弗 氏 不 完全 
ARNES, BZ PIER, 0.04 mg EARN, 
四 免 7 d 后 采血 ， 分 离 血 清 。20 pL/ 管 分 装 ， 
-20% {RFF o ELISA 检测 抗体 效 价 。 同 时 取 注 射 空 
白 洗 脱 液 的 小 鼠 血 清 作为 阴性 对 照 。 
1.8 ELISA 测定 抗 血 清 效 价 

纯化 的 serpin-4 重组 和 蛋 昌 作为 底 物 填充 酶 标 
板 ， 终 浓度 为 每 孔 10 pg/mL, 每 孔 加 入 100 pL & 
被 液 , 4% 过夜。 使 用 洗 液 (PBS-Tween buffer, Tween 
0.05 mol/L) 7€ 3 次 。 每 筷 加 入 3% BSA 稀释 液 
200 RhL 孵 育 , 37C 1 h。 洗 液 清洗 3 次 后 加 入 不 同 
稀释 度 的 多 元 隆 抗 血清 (1:200, 1:500, 1:1 000, 
1:2 000, 1:5 000, 1:10 000, 1:20 000, 1:24 000 和 
1:36 000) , 每 孔 150 kwL。 对 照 组 用 阴性 血清 , 稀释 
相应 倍数 , 每 孔 150 kwL。37% 孵育 2 h 后 , 洗 液 清 
洗 3 次 , 加 入 HRP 标记 的 手 抗 鼠 IgG (1:1 200) 28 
液 , ETL 150 uL, 377C EE 1 hp。 洗 液 洗 洗 3 次 后 
每 孔 加 入 150 uL 新 鲜 的 TMB TER, 37C ER 
应 30 min。 最 后 每 孔 加 入 150 uL 2 mol/L HSO, 终 
止 反 应 。 使 用 酶 标 仪 测定 490 nm 光波 吸光 值 。 
1.9 Western blot 检测 多 克隆 抗 血 清 特 异性 

SDS-PAGE 电泳 后 ,纯化 的 serpin-4 Œ $H% H 
胶带 置 于 半 干 转 印 液 中 (48 mmol/L Tris-HCl, 39 


mmol/L HAM, 20% 甲醇 ,pH 9.2) , 蛋白 转移 至 
NC RR, "idm BRE (596 BSA, Pg T PBS rp) 
1 h。 洗 液 洗 (PBS-Tween buffer) 3 次 , 每 次 10 min, 
Hi serpin4 Z& yz pE pi rfi T8 ( 1: 400) 作为 一 抗 包 被 ， 
37%C ,1h。 如 上 所 述 在 洗 液 中 漂洗 , Api IgG 
(1:1 200) 作 为 二 抗 包 被 , 37 ,1 h。 洗 液 中 漂洗 3 
iX, DAB RE, 


2 结果 和 分 析 


2.1 ZÆ serpin-4 基因 的 克隆 和 表达 载体 的 构建 
以 反 转 录 所 得 cDNA 为 模板 对 serpin-4 基因 进行 
PCR 扩 增 , 得 到 一 条 约 1 200 bp Rir (图 1) 。 将 
PCR 扩 增产 物 通 过 192 球 脂 糖 凝 胶 电 泳 分 离 ,， 切 取 目 
的 条 市 纯化 回收 后 , 连接 到 pUC-T 载体 上 。 经 酶 切 
后 电泳 , 得 到 一 条 约 1 200 bp 的 片段 (图 2) ,最 后 


测序 验证 。NCBI 登录 序列 号 : GU270470( 图 3)。 
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图 1 ZÆ serpin-4 基因 PCR 产物 电泳 分 析 
Fig. 1 Electrophoresis analysis of the PCR products of 
Bombyx mori serpin-4 gene 
1; PCR 产物 PCR products; M; DNA 分 子 量 标准 DNA molecular weight 


marker. 
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— 1500 
— 1000 





图 2 双 酶 切 验 证 重组 的 pUC-T-serpin-4 
Fig. 2 Identification of recombinant plasmid pUC-T-serpin-4 
by restriction analysis 
1; pUC-T-serpin-4 使 用 BamH I 和 Sal I XX EE); pUC-T-serpin-4 
digested with BamH [ and Sal I ; M: DNA 分 子 量 标准 DNA molecular 


weight marker. 
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1 CAA AAT ATT CCT AAG GCG ACT AAT CTC CAC AAT GGG CTC ACC GAA AAG ATTGGA AAT TTT TCC ATT GAA 

1 Gln Asn Ile Pro Lvs Ala Thr Asn Leu His Asn Glv LeuThr Glu Lys Ile Gly Asn Phe Ser Ile Glu 

70 TTA TTG TAT CAC ACC TCG AAT TTG GAG CAG AGT AAA GGT AAC TTG ATT ATG TCT CCA ATC ACC GTT TGG 

24 Leu Leu Tyr His Thr Ser Asn Leu Glu Gln Ser Lys Gly Asn Leu Ile Met Ser Pro Ile Thr Val Trp 

139 ACG GTT TTG GCG GTA ATA GCT GAA GGC GCG TCT GGG AAT ACG AGA CGG CAG ATC AAT CAC GCG TTA CGG 
47 Thr Val Leu Ala Val Ile Ala Glu Gly Ala Ser Gly Asn Thr Arg Arg Gln Ile Asn His Ala Leu Arg 

208 CTA CAA GCA AAG CAT ACG AAC GTC ACT CGA AGC GAA TTC CAA AAA ATC TCA GAA TGG CTC CGA GTC AAC 
70 Leu Gln Ala Lys His Thr Asn Val Thr Arg Ser Glu Phe Gln Lys Ile Ser Glu Trp Leu Arg Val Asn 

277 ACG AAC ACA ATA GAA CTC GCC AAA ATC AAT GCC ATA ATT GTC GAT AAG CAA CGT TTG CCA CAA CAA GAC 
93 Thr Asn Thr Ile Glu Leu Ala Lys Ile Asn Ala Ile Ile Val Asp Lys Gln Arg LeuPro Gln Gln Asp 

346 TIT CAT GAC AAT GCA AAG ACC TAT TAT GAA ACT GAT ATG ATA ACA CTT AAC TTC GAA GAT GCA CAG AAC 
116 Phe His AspAsn Ala Lys Thr Tyr Tyr Glu Thr Asp Met Ile Thr LeuAsn Phe Glu Asp Ala Gln Asn 

415 TCT GCT AAT TTA TTG AAT TCA GCC ATC TCC AAC TTC ACC CAT GGT AAA ATA CCA AAG ATA GTT GAC ACC 
139 Ser Ala Asn Leu Leu Asn Ser Ala Ile Ser Asn Phe Thr His Gly Lys Ile Pro Lys Ile Val Asp Thr 








484 GGT AGT TTC CAA GAC TCC CAA ATG CTG TTG ACT AGT GCA CTC TAT TTT AAA GGT CAG TGG ACT ATA CCA 
162 Gly Ser Phe Gln Asp Ser Gln Met Leu LeuThr Ser Ala Leu Tyr Phe Lys Gly Gln Trp Thr lle Pro 
553 TTT AAC ACA TCG TCT ACA TCA AAA CTA CCT TTT TAC AAT AGT AAA GGT GAA AAA ATT GGT GAA GTG AAC 
185 Phe Asn Thr Ser Ser Thr Ser Lys Leu Pro Phe Tyr Asn Ser Lys Gly Glu Lys Ile Gly Glu Val Asn 
622 ATG ATG TAC AAT CGA CAT ACA TAT CCA TTC TCG AAC ATT AAA ATA TTA AAT GCA AGA GTC ATT GAG TTG 
208 Met Met Tyr Asn Arg His Thr Tyr Pro Phe Ser Asn Ile Lys Ile Leu Asn Ala Arg Val Ile Glu Leu 
691 CCA TAC GGT GTA GAA AAC CGC TTG TCA ATG TTA ATC ATG GTG CCA AAC CCT GGT GTT TCA CTT GCA AGT 
231 Pro Tyr Gly Val Glu Asn Arg Leu Ser Met Leu Ile Met Val Pro Asn Pro Gly Val Ser Leu Ala Ser 
760 ATG TTC ATG AAG TTC AAG GAG CTT TCA TTA GAT TCA TTC TTT GAA GAA TTG CGC ATC TCT AAG GAG GAA 
254 Met Phe MetLys Phe Lys Glu Leu Ser LeuAsp Ser Phe PheGlu Glu Leu Arg Ile Ser Lys Glu Glu 
829 TTT TCA GAT GAT GAA GTC GAT TGT TTC ATT CCG AGA TTC AAA ATT GAG TCT AAT TTG GAT ATG ACA TCG 
277 Phe Ser Asp Asp Glu Val Asp CysPhe Ile Pro Arg Phe Lys Ile Glu Ser Asn Leu Asp Met Thr Ser 
898 GTG TTG AAG GAT GCC ATG GGT ATC GAG GAT TTG TTT GAT GCG AGG AAA GCT GTT TTA CCA CAT ATG GCT 
300 Val Leu Lys Asp Ala Met Gly Ile Glu Asp Leu Phe Asp Ala Arg Lys Ala Val Leu Pro His Met Ala 
967 CGG ACT CCT ATG TTT GTG TCG AAA GTG GTA CAC AAA GCA GAA ATT GAA GTT ACA GAA GCA GGA ACA ACA 
323 Arg Thr Pro Met Phe Val Ser Lys Val Val His Lys Ala Glu Ile Glu Val Thr Glu Ala Gly Thr Thr 
1036 GCT GCC GGA GTA ACA GTC GCA GAA TTC AGC AAC CGA ATA GGA GTT GTA AGA TTT GAG GCG AAT CGT CCC 
346 Ala Ala Gly Val Thr Val Ala Glu Phe Ser Asn Arg Ile Gly ValVal Arg Phe Glu Ala Asn Arg Pro 
1105 TTC ACT TAC ATG ATT GTA GAG AAA GTA ACA AAT TCA ATT GTA TTT GGA GGC TTT TAT ACG GAG CCA TCA 


369 Phe Thr Tyr Met Ile Val Glu Lys Val Thr Asn Ser Ile Val Phe Gly Gly Phe Tyr Thr Glu Pro Ser 


1174 CTT TAC TAA G 
392 Leu Tyr End 


图 3 serpin-4 的 cDNA 序列 及 推导 的 氨基 酸 序 列 
Fig. 3 The cDNA and deduced amino acid sequences of serpin-4 
双 下 划 线 表示 和 蛋白 羧基 端 推测 的 糖 基 化 位 点 Potential N-linked glycosylation sites (S) are indicated by double line; 下划线 表示 推测 
的 活性 螺旋 中 心 The predicted reactive center loop is underlined with single line; P1 位 点 使 用 粗 体 标 出 The predicted P1 site is in boldface. 


T-serpin-4 通过 Sal I FU BamH 工 双 酶 切 形 成 粘性 末 
W, 然后 连接 到 pET28a 原核 表达 载体 , 转化 到 克 
Eta EW ToplO 中 。 挑 选 阳性 克隆 进行 双 酶 切 验 证 
(图 4)。 
2.2 serpin-4 重组 蛋白 的 诱导 表达 和 Western blot 
分 析 

将 pET-serpin-4 质粒 转化 到 表达 宿主 菌 BL21, 
加 入 IPTG 于 37%C 诱导 pET-serpin-4-BL21 表达 重组 
EH, 得 到 一 个 约 48 kD 的 融合 蛋白 。 随 后 进行 
Western blot 分 析 表 达 和 蛋白 , 之 后 对 serpin-A HHE 
日 纯化 回收 ，12% SDS-PAGE 检测 回收 效 有 果 ( 图 
5) 。 


bp 


—1500 
—1000 





图 4 ”重组 质粒 pET28a-serpin-4 双 酶 切 验证 

Fig. 4 Identification of recombinant plasmid pET28a-serpin-4 
by restriction analysis 

1; pET28a-serpin-4 使 用 BamH I and Sal 工 双 酶 切 后 验证 pET28a- 

serpin-4 digested with BamH [ and Sal I ; M: DNA 分 子 量 标准 DNA 


molecular weight marker. 
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图 $  serpin-4 基因 表达 产物 的 SDS-PAGE 电泳 和 
Western blot 分 析 
Fig. 5 SDS-PAGE and Western blot analysis of 
the expressed product of pET28a-serpin-4 

M: AE ELLA T Ept Protein molecular weight marker; 1: 无 质粒 
转化 的 BL21 菌 的 表达 Escherichia coli strain BL21; 2; zx zu pET28a 
转化 BL21 菌 后 的 表达 Expressed product of pET28a; 3: 非 诱导 的 转 
化 去 信号 肽 serpin4 的 BL21 菌 的 表达 Expressed product of pET28a- 
serpin-4 without signal peptide not induced by IPTG; 4: 经 1 mmol/L 
IPTG 诱导 的 去 信号 肽 pET28a-serpin-4 的 表达 Expressed product of 
pET28a-serpin-4 without signal peptide induced by 1 mmol/L IPTG; 5: 
经 1 mmol/L IPTG 诱导 去 信号 肽 的 pET28a-serpin-4 的 Western blot 
Western blot of expressed product of pET28a-serpin-4 without signal 
peptide induced by 1 mmol/L IPTG. 


2.3 ELISA 和 Western blot 检测 多 克隆 抗体 

使 用 ELISA 测定 抗 serpin-4 多 克隆 抗体 效 价 。 
将 抗 血清 稀释 不 同 浓度 (1:200 ~1:36 000), 以 纯 
化 的 serpin-A Bir £& FATEAUI S TESI AS EAE T 
的 昆明 小 鼠 的 血清 作为 阴性 对 照 。 检 测 结果 显示 多 
克隆 抗体 效 价 达到 1:20 000, 

使 用 Western blot 检测 多 克隆 抗体 活性 。 将 多 
克隆 抗体 (1:400) 作 为 一 抗 。 结 果 如 图 6 所 示 。 
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图 6 重组 蛋白 纯化 和 抗 serpin-4 多 克隆 抗体 的 
Western blot 分 析 
Fig. 6 SDS-PAGE and Western blot analysis of 
the polyclonal antibody of serpin-4 
M: 蛋白 质 分 子 量 标准 物 Protein molecular weight marker; 1: 纯化 的 
重组 蛋白 Purified recombinant protein; 2: fü serpin4 多 克隆 抗体 


Anti-serpin-4 monoclonal antibody. 


3 讨论 


参照 Zou 等 (2009 ) 报道 , 我 们 从 家 看 脂肪 体 中 
克隆 了 serpin-4 基因 。 将 目的 基因 插入 pET28a( +) 
表达 载体 。 选 用 pET 系统 是 因为 该 载体 具有 很 强 
的 表达 重组 蛋白 的 能 力 。 男 外 ,本 次 实验 选用 的 
pET28a( + ) 载体 本 身 包含 His 序列 , 这 意味 着 载体 
表达 的 重组 蛋白 含有 His 融合 标签 ， 有 利于 后 期 纯 
化 ,获得 高 纯度 和 高 浓度 的 重组 蛋白。 

为 获得 可 溶性 表达 产物 , 我 们 在 不 同时 间 段 采 
用 较 低 的 温度 以 及 降低 诱导 物 浓 度 来 表达 重组 和 蛋 
H, 但 在 裂解 菌 液 上 清 中 难于 找到 重组 蛋白 , 表达 
产物 仍然 多 以 包涵 体形 式 存 在 。 这 可 能 与 pET 系 
统 高 效 表达 有 关 。 和 蛋白 表达 量 越 高 越 容 易 形 成 包涵 
体 , 原因 可 能 是 合成 速度 太 快 , 以 至 于 没有 足够 的 
时 间 进 行 折 县 ,二 硫 键 不 能 正确 地 配对 ; 男 一 方 
面 , 促使 真 核 蛋 日 正确 折 革 的 各 种 影响 因子 在 原核 
表达 系统 中 有 所 缺失 , 这 也 在 一 定 程度 上 促进 了 包 
涵 体 的 形成 。 考 虑 到 本 研究 的 目的 就 是 要 制备 多 克 
隆 抗 体 , 形成 包涵 体 并 不 影响 抗体 制备 。 

我 们 采用 钊 柱 纯化 体系 纯化 融合 蛋白 ,该 体系 
可 高 效 纯化 含有 His 融合 标签 的 重组 和 蛋白, 我 们 获 
得 了 制备 多 克隆 抗体 所 需要 的 高 纯度 、 高 浓度 
抗原 。 

为 了 获得 高 特异 性 、 高 效 价 的 抗 serpin-4 多 页 
隆 抗 体 , 我 们 选用 了 免疫 周期 长 , 少量 多 次 的 4 次 
免疫 这 一 经 典 免 疫 学 方法 。 免 疫 间 隔 时 间 是 影响 抗 
体 产 生 的 主要 因素 , 我 们 进行 第 1 次 免疫 与 第 2 次 
免疫 的 间隔 时 间 为 两 周 , 间隔 时 间 太 长 则 刺激 减 
弱 , 抗体 效 价 不 高 。 以 后 每 次 免疫 间隔 时 间 逐 次 减 
少 。 同 时 , 为 了 增强 抗原 免疫 原 性 , 我 们 采用 添加 
优 剂 的 方法 以 刺激 机 体 产 生 较 强 的 免疫 应 答 。 

我 们 成 功 克 隆 了 serpin4 基因 ， 并 构建 了 
pET28a-serpin-4 原核 表达 载体 , 经 IPTG 诱导 表达 ， 
获得 了 大 量 融合 蛋白 。 采 用 效果 突出 的 锡 柱 纯化 体 
系 对 融合 蛋白 进行 了 纯化 , 经 SDS-PAGE 和 抗 His 
多 抗 检测 ， 纯 化 蛋白 分 子 量 大 小 与 预测 的 一 致 ， 即 
获得 了 高 纯度 的 目的 蛋白 , 也 即 免疫 抗原 。 我 们 选 
用 4 次 免疫 方式 对 昆明 小 鼠 进行 抗原 免疫 ， 最 终 获 
得 抗 serpin-4 的 多 克隆 抗体 血清 ; 该 血清 经 ELISA 和 
Western blot 验证 , 效 价 达到 1:20 000, 特异 性 较 好 。 

KÆ serpin4 多 克隆 抗体 的 成 功 制备 , 一 方面 ， 
表明 应 用 于 其 他 生物 的 多 克隆 抗体 制备 所 采用 的 方 


6 8H 查 宏 贤 等 : ZORZLSRESE HAHM 4 (serpin-4) HÆRE, AREMA ve EEDUME BI fr 647 


法 对 于 家 在 serpin 基因 的 研究 同样 适用 ; 为 一 方 
面 , 也 为 这 入 研究 家 硒 serpin4 的 生理 功能 ,比如 
serpin-4 在 不 同 家 蛋品 种 、 不 同 生 长 发 育 期 和 不 同 
组 织 内 的 重 日 表达 谱 研 究 以 及 和 蛋 日 定位 ， 鉴定 
serpin-4 的 分 子 伴侣 等 打下 了 物质 基础 。 
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